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Abstract Ten different oligonucleotide primers of arbitrary sequence were used in Capillary 
and Air Thermocycler to amplify genomic total DNA of Paeonia suffruticosa subsp. spon- 
tanea and P. rockii isolated from several local populations in Shanxi, Shaanxi and Gansu 
provinces. Under the strictly standardized amplification condition for all the primers, these 
primers yielded clear and reproducible bands corresponding to amplified products and separa- 
ble by agarose gel electrophoresis. Among a total of 71 bands amplified, 16(22. 5%) were 
polymorphic in a single individual of P. suffruticosa subsp. spontanea, while among a total 
of 76 bands 21(27. 696) were polymophic in a single individual of P. rockii. On an average, 
the pairwise marker difference between band profiles of conspecific individuals(different pop- 
ulations) was 7. 9 for P. suffruticosa subsp. spontanea and 8. 7 for P. rockii respectively. 
The average marker difference between P. suffruticosa subsp. spontanea and P. rockii was 
10.3. Obviously, greater number of plants and primers will be required to detect satisfacto- 
rily level of genetic diversity. These preliminary results showed that intraspecific genetic di- 
versity was low for the two endangered species. RAPD as a molecular marker was useful 
and feasible for detecting the genetic variation within species of wild moutans. And it was 
also potential for studying evolution and relationships between species. 
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组 DNA, 在 毛细 管 气 浴 式 PCR 热 循环 仪 上 随机 扩 增 。 在 对 所 有 引物 扩 增 条 件 严格 标准 化 的 条 件 下 ,这 
些 引物 可 产生 清楚 的 、 可 重复 的 与 扩 增 产物 相应 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 区 带 。 这 10 AARE HE GL fs 
牡丹 平均 每 一 个 体 中 扩 增 出 71 条 带 ,其 中 多 态 的 带 16 条 (22. 5%); 在 紫斑 牡丹 平均 每 一 个 体 中 扩 增 出 
76 条 带 , 其 中 多 态 的 带 21 条 (27. 6%》。 对 每 两 个 个 体 ,每 条 多 态 带 进行 成 对 比较 ,累加 后 求 分 子 标记 差 
蜡 的 平均 值 ,在 矮 牡丹 3 个 居 群 间 的 平均 差异 是 7.9; 在 紫斑 牡丹 4 个 居 群 间 的 平均 差异 是 8. 7; 在 矮 牧 
丹 与 紫斑 牡丹 2 个 种 则 的 平均 差异 是 10. 3。 显 然 , 若 用 来 扩 增 的 植物 个 体 数目 和 引物 数目 增加 ,将 会 得 
到 更 满意 的 结果 。 初步 结果 表明 濒危 植物 矮 牡 丹 与 紫斑 牡丹 种 内 低 水 平 的 DNA 多 态 性 。 RAPD 技术 用 
于 检测 野生 牡丹 居 群 内 与 居 群 间 的 遗传 变异 是 有 用 的 与 可 行 的 ;用 于 研究 种 间 的 进化 和 亲缘 关 系 也 有 
潜力 。 

关键 词 ” 矮 牡丹 ;紫斑 牡 升 ;种 内 遗传 变异 ;随机 扩 增 的 多 态 性 DNA 


0 引言 

矮 牡 丹 Paeonia suffruticosa subsp. spontanea 与 紫斑 牡丹 P. rocki AFB A RCP. 
suf fruticosa Andr. complex) 中 两 个 我 国 特 有 的 濒危 物种 ( 傅 立 国 等 ,1991) 1987 年 均 被 列 
为 国家 三 级 保护 植物 。 栽培 牡丹 被 誉 为 “ 花 中 之 王 ”。 丹 皮具 有 很 高 药 用 价值 。 因 此 ,研究 
牡丹 复合 体 的 起 源 、 进 化 和 保护 生物 学 ,是 世人 瞩目 的 课题 。 

RAPD(Random Amplified Polymorphic DNA ,随机 扩 增 的 多 态 性 DNA) 是 90 ERE 
展 起 来 的 分 子 标记 新 技术 (Williams et al. ,1990)。 短 短 几 年 实践 证 明 ,RAPD 是 揭示 物种 
遗传 多 样 性 的 有 效 工 具 (Caetano-Anolles, 1993; Tingey et al. ,1993; Tao et al. ,1993)。 因 
此 用 分 子 手段 揭示 这 个 类 群 的 遗传 变异 ,深入 探讨 致 濒 机 理 ， 保 护 和 延续 这 个 类 群 的 多 
样 性 具有 重要 的 理论 意义 和 实际 价值 。 

本 文 旨 在 探讨 用 RAPD 技术 揭示 矮 牡丹 与 紫斑 牡丹 遗传 多 样 性 的 可 行 性 ,并 对 10 
个 引物 随机 扩 增 的 结果 进行 初步 分 析 。 


1 材料 与 方法 








供 提取 DNA 及 RAPD 分 析 用 的 矮 牡 丹 与 紫斑 牡丹 采 自 山西 陕西、 甘肃 等 省 的 自 
然 居 群 。 材 料 来 源 见 表 1。 


Table 1 No. and sources of populations and individuals investigated 




















taxon individual No. population locality and elevation 
AREE 1,2 Æ Jishan, Shanxi), 1100—1148 m 
P. suf fruticosa 344,5 山西 永 济 (Ycngji，Shanxi) ，1000 一 1650 m 
subsp. spontanea $,7 陕西 延安 (Yar an, Shaanxi), 980 m 
紫斑 牡丹 
P. rockii 
subsp. lanceolata 8,9 甘肃 天 水 (Tianshui, Gansu), 1720 m 
10,11 陕西 略 阳 (Lieyang, Shaanxi), 1870 m 
subsp. rockii 12 陕西 山 阳 (Shanyang, Shaanxi), 1700 m 
陕西 太白 山 〈Taibaishan Shaanxi), 1800 m 





植物 基因 组 DNA. 的 提取 采用 高 盐 低 pH 方法 ( 邹 喻 苹 等 ,1994)，RNase A 380 RNase 
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T, 购 自 Sigma 公司 。 

RAPD-PCR 反应 在 Idoho 1605 型 毛细 管 气 浴 式 热 循环 仪 上 进行 。8 个 碱 基 及 10 个 
碱 基 的 引物 由 中 国 科学 院 微生物 所 新 技术 室 合 成 。20 个 碱 基 的 引物 由 日 本 广岛 大 学 理 
学 院 Morikawa 实验 室 赠送 .Taq DNA 聚合 酶 购 自 中 国 协 和 医科 大 学 医学 技术 开发 公司 。 
dNTP、 分 子 量 标准 pGEM DNA Marker 及 琼脂 糖 购 自 Promega 公司 。PCR 反应 体积 为 
10 jl, 反应 混合 物 成 份 及 扩 增 程序 同 前 所 述 (分 喻 苹 等 ,1994)。 为 避免 污染 造成 的 误差 ， 
本 文 每 次 实验 的 每 个 引物 均 设 对 照 。 即 以 ol 消毒 双 蒸 水 取代 模板 ， 其 他 条 件 同 有 模板 
的 PCR 。 扩 增产 物 用 1. 5% 琼 脂 糖 凝 胶 ( 内 含 0. 5 ug/ml LZ) KES. 电泳 缓冲 液 
为 0.5XTBE, 电压 为 3v/cm。 电 泳 完毕 在 上 海 顾 村 玻璃 管 厂 生产 的 R-A 型 紫外 透射 仪 
上 检测 扩 增 产物 并 照相 。 

根据 扩 增 带 的 强 弱 、 可 重复 性 以 及 对 照 反应 的 结果 确定 反映 遗传 变异 的 带 而 淘汰 假 
象 的 带 。 在 电泳 图 谱 中 进行 比较 , 确定 单 态 带 和 多 态 带 , 求 出 每 个 多 态 DNA 片段 的 分 子 
E. 每 个 多 态 的 DNA 片段 可 视 为 一 个 分 子 Marker。 对 每 个 Marker 每 两 个 样品 进行 成 对 
比较 ,累加 后 列 出 方 阵 图 , 求 Marker 差异 的 平均 值 ,以 此 表示 居 群 内 、 居 群 间或 种 间 的 多 


2 实验 结果 与 讨论 


2.1 引物 铸造 
我 们 使 用 了 15 个 寒 核 音 酸 片 段 作为 引物 ,其 中 有 10 “LL RREA 
得 到 清楚 的 、 可 重复 的 扩 增 产物 供 RAPD 分 析 ( 表 2) 


Table 2. Sequences and amplified effiecency with 15 primers 





No. Sequnces Amplified efficiency 
1 GACCGCTTGT Fop 
2 GTCCACACGG +b 
3 GCTTACCACC dc 
4 CCATTCACCG 中 :中 
5 GCCCGCCC T 
6 CGGCCCGG — 

7 GAACAAGATGGATTGCACGC TG 
8 AGACAATCGGCTGCTCTGAT = 

9 GAAGAACTCGTCAAGAAGGC = 
10 CCAACGCTATGTCCTGATAG + 
11 1 十 5 + 
12 1+6 本 
13, 3 十 5 tt 
14 346 

15 6 十 8 = 





—, No amplification or with diffuse bands 
+, Good amplification, with a few distinct bands 
++, Excellent amplification, with many distinct and intense bands 


在 RAPD 中 可 考虑 二 个 单 引 物 随机 组 合 (Klein-Lankhorst,1991), 如 引物 11—15. 二 
个 单 引物 组 合 后 与 原来 的 单 引 物 扩 增 不 是 简单 的 带 的 县 加 ,有 些 带 消失 ,也 有 新 带 出 现 ， 
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因此 可 获得 新 的 信息 。 
2.2 ”模板 与 引物 浓度 对 扩 增 的 影响 

我 们 在 无 牡丹 中 比较 了 不 同 模板 、 不 同 引物 浓度 对 随机 扩 增 的 影响 . 当 引 物 浓度 不 变 
(long/al) 时 ,模板 浓度 在 15ng/nl 3È 30ng/pl 的 扩 增 带 完 全 一 样 , 而 在 60ng/pl 的 模板 
浓度 下 引物 3 多 扩 增 出 一 条 1250bp 的 带 ; 引 物 5 少 扩 增 出 一 条 179bp 的 带 ， 如 箭头 所 指 
(Plate 1:A). 

当 模 板 浓度 不 变 (30ng/pD ,引物 浓度 从 10ng/pl 分别 增 至 20ng/pl 、40ng/pl、80ng/ 
pl.160ng/ul Ef, 我 们 见 到 在 高 引物 浓度 下 《160ng/ 岂 ) 出 现 新 的 940bp 带 ， 如 第 头 指示 
(Plate 1:B) 。 

类 似 情况 在 许多 其 他 作者 文章 中 讨论 过 。 Kernodle et al. (1993? 用 了 两 种 条 件 来 比较 
Operon 公司 的 同一 引物 G16 在 鼠 几 个 品系 之 间 的 扩 增 效果 ， 一 为 Operon 公司 推荐 的 条 
件 即 每 反应 用 15ng 引物 ，25ng 模板 ; 另 一 是 每 反应 用 45ng 引物 (3X) 和 100ng 模板 
(DO ,两 者 扩 增 结果 很 不 一 样 。 在 第 一 种 条 件 下 各 品系 之 间 都 只 扩 增 出 一 条 带 , 未 检 出 多 
态 性 。 在 第 二 种 条 件 下 扩 增 出 10 条 带 , 其 中 有 3 条 带 分 别 在 几 个 品系 之 间 是 多 态 的 。 
RAPD PCR 与 常规 特异 扩 增 的 PCR 不 一 样 , 后 者 在 增加 模板 和 引物 浓度 时 ,可 期 望 得 到 
更 多 的 产量 但 并 不 扩 增 新 的 更 多 的 位 点 。 在 RAPD 中 模板 与 引物 浓度 影响 扩 增产 物 的 质 
与 量 , 这 点 至 关 重要 ,直接 关系 到 可 重复 性 。 因 此 确定 最 适 的 模板 与 引物 浓度 以 及 两 者 
的 浓度 比值 是 取得 好 的 重复 性 的 首要 因素 。 在 我 们 的 条 件 下 ,RAPD 技术 用 于 检测 矮 牡丹 
与 紫斑 牡丹 的 最 适 模板 浓度 为 每 反应 30ng 左右 ,改变 浓度 有 些 带 消失 , 另 些 新 带 出 现 . 浓 
度 过 高 ( 几 百 ng) 产生 弥散 现象 , 没有 清晰 的 带 . 每 反应 引物 以 20 一 40ng 为 宜 ,在 此 条 件 
下 可 得 到 强 的 清晰 的 电泳 谱 带 。 

RAPD PCR 的 动力 学 与 扩 增 的 特征 比较 复杂 ,只 有 在 对 所 有 引物 各 种 条 件 严格 标准 
化 , 即 每 次 实验 、 每 批 测试 样品 的 PCR 反应 混合 物 成 份 (包括 模板 与 引物 浓度 、dNTP 与 
Mg++ 用 量 .Taq DNA 聚合 酶 活性 ) 以 及 扩 增 程序 (包括 变性 退火、 延伸 的 温度 与 时 间 以 
及 循环 的 周期 数目 ) 完 全 一 致 的 条 件 下 才能 得 到 好 的 重复 性 。 改变 任何 一 个 参数 即 可 能 
导致 扩 增 式样 的 变化 ,造成 人 为 假象 (Ellsworth,1993)。 而 只 有 在 RAPD 操作 得 到 好 的 重 
复 性 的 先决 条 件 下 才能 提供 分 子 标记 进行 遗传 分 析 。 

图 版 1 中 的 A 是 同一 次 实验 两 次 重复 , 2 55 8.3 55 9.4 5 10,5 5 11,6 5 12,7 与 
13 所 有 条 件 完全 一 致 , 扩 增 式样 完全 重复 。 图 版 1 中 的 DD 与 A 是 两 次 实验 , D 中 的 1 与 
A 中 的 2 和 8 所 有 条 件 完全 一 致 , 扩 增 式样 完全 重复 。 

2.3 ” 矮 牡丹 与 紫斑 牡丹 种 内 与 种 间 的 多 态 性 检测 

表 2 中 有 效 扩 增 的 10 个 引物 在 矮 牡丹 平均 每 一 个 体 中 扩 增 出 71 条 带 ,其 中 单 态 的 
带 ( 所 有 个 体 共 有 )21 条 ,不 稳定 、 信 号 弱 的 带 34 条 , 扩 增 强 、 可 重复 地 提供 分 子 标记 的 多 
态 带 16 条 ( 占 22. 5%). 在 紫斑 牡丹 平均 每 一 个 体 中 扩 增 出 76 条 带 , 其 中 单 态 的 带 22 
条 ,不 稳定 的 带 33 条 ,多 态 的 带 21 条 ( 占 27.620 . 0191 4 2.3.5 为 例 扩 增 结果 (Plate 1; 
C 一 E)。 在 C 中 分 子 量 1250bp、800bp 和 420bp 三 条 带 是 多 态 的 。 在 D 中 1000bp、600bp、 
580bp 、560bp 四 条 带 是 多 态 的 。 

10 4-3 E TERETERE 5 RRL A ES BAA DNA. 片段 的 分 子 量 列 在 表 3。 
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Table 3. Molecular weights of amplified polymophic DNA fragments in P. suf fruticosa 
subsp. spontanea and P.rockii with ten primers 





population and individual 




















Marker(bp) 

1 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 
+ 

Primer 1 1250 0 0 0 9 0 0 0 1 0 0 0 0 
1 800 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
Primer 2 1250 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 
2 800 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 
2 420 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 
Primer 3 1000 1 1 1 0 1 1 1 J; T 1 0 1 
3 600 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 
3 580 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 
3 560 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 
Primer 4 800 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 
4 600 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 
4 517 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 
4 460 1 1 0 0 1 1 1 1 1 T Y 1 
Primer 5 940 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 
5 700 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
5 560 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 
5 517 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
Primer 7 1250 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 
7 1000 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
Primer 8 1750 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 
8 1250 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 
Primer 13 940 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 
Primer 11 1000 0 0 o 0 0 0 1 1 0 0 0 0 


Table 4 Pairwise marker difference within species and between species of 
P. suffruticosa subsp. spontanea (1—6) and P. rockit (8—14) 


Individuals « 





















































* BLE ALES 2 个 个 体 (No. 2), 延安 矮 牡丹 中 第 2 个 个 体 (No. 7) 由 于 样品 处 理 问题 , 大 部 分 引物 未 能 得 到 好 
的 扩 增 ， 计 算 时 略 去 。 


对 每 条 多 态 的 带 ,每 两 个 个 体 进行 成 对 比较 ,累加 后 列 出 方 阵 图 ( 表 4) 求 这 些 标记 差 


4 期 EARS BLAS RRL RAPD 分 析 初 报 355 





异 的 平均 值 。 : 

10 个 引物 在 矮 牡 丹 3 个 居 群 5 个 个 体 中 共 扩 增 出 355(71X5) 条 带 ,种 内 个 体 间 分 子 
标记 的 平均 差异 是 7. 9(2. 20 。 在 紫斑 牡丹 4 个 居 群 7 个 个 体 中 共 扩 增 出 532 条 带 (76 
XD ,种 内 个 体 间 分 子 标记 的 平均 差异 是 8.701.690. BHEAS KAEA TUER RIA T- 
标记 的 平均 差异 是 10.3。 与 Brauner et al. (1992) 对 濒危 植物 Lactoris fernadeziana Phil. 
RAPD 分 析 结 果 ( 多 态 带 占 24 5%) 比较 , 矮 牡丹 多 样 性 水 平 略 低 (22. 5%)， 紫 斑 牡 丹 稍 
(27.6%). 目前 ,应 用 RAPD 方法 开展 濒危 植物 多 样 性 研究 的 工作 不 多 ,不 同 研究 结果 
可 比 性 较 低 . 但 从 理论 上 讲 , 随 着 研究 类 群 的 增加 , 居 群 内 取样 个 体 数 目 和 所 用 引物 的 数 
量 不 断 增多 ， 以 及 结果 分 析 趋 于 标准 化 ,可 望 得 到 比较 准确 和 满意 的 结果 , 特别 在 濒危 植 
物 保护 生物 学 研究 中 ,遗传 多 样 性 检测 是 关键 内 容 之 一 , 低 水 平 的 多 态 性 常常 是 濒危 的 一 
个 指标 (Brauner et al. ,1992;Mosseler et al. ,1992;Soltis et al. ,1991), 因为 遗传 多 样 性 水 
平 低 使 得 居 群 很 难 适应 不 断 变化 的 环境 条 件 。 对 紫斑 牡丹 的 分 析 结果 表明 有 时 居 群 间 的 
遗传 变异 还 小 于 居 群 内 个 体 间 的 遗传 变异 。 例 如山 阳 与 太白 山 两 个 居 群 间 的 差异 是 3(12 
与 14)， 而 太白 山居 群 内 两 个 个 体 之 间 的 差异 却 是 7， 略 阳 居 群 内 两 个 个 体 之 间 的 差异 是 
9。 这 可 能 是 这 个 种 的 居 群 遗传 结构 造成 的 。 

妊 牡 丹 与 紫斑 牡丹 两 个 种 之 间 的 差异 是 10.3, 大 于 两 个 种 各 自 的 种 内 差异 , 这 是 正 
HEE. RL PEA BLL MR NO. 1) 与 紫斑 牡丹 的 略 阳 个 体 (No,. 11) 之 间 的 差异 只 有 3, 由 表 
4 可 见 , 大 部 分 引物 扩 增 的 结果 完全 一 样 , 只 是 引物 4(500bp)、 引 物 5(560bp) 和 引物 8 
(1250bp) 三 个 标记 有 差异 ,这 可 能 是 采样 误差 ,在 求 差异 的 平均 值 时 略 去 此 数据 。 

总 之 ,从 姓 牡 丹 与 紫斑 牡丹 的 实验 结果 看 来 ,RAPD 技术 用 于 检测 种 内 与 居 群 间 的 遗 
传 变异 是 有 效 、 可 行 的 ,用 于 探讨 种 间 的 系统 与 进化 关系 也 有 潜力 。 
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图 版 1 说 明 Explanation of Plate 1 
Plate 1 A. Effect of different concentrations of template on amplification profiles of a single individual P. 
suf fruticosa subsp. spontanea. M; pGEM DNA Marker(36—2645bp); 2,3,4,8,9, 10: Amplification with 
10ng/pl primer 3 in different concentrations of template; 2,8: 15ng/ul; 3, 9: 30ng/pl; 4, 10: 60ng/pls 
5,6,7,11, 12, 13: Amplification with 10ng/pl primer 5 in different concentrations of template: 5,11: 
15ng/ul; 6,12: 30ng/ul; 7,13: 60ng/ul. 

B. Effect of different concentrations of primers on amplification profiles of a single individual of P. 
suffruticosa subsp. spontanea. M:pGEM DNA Marker (36—2645bp);1:160ng/yl primer 5; 2:80ng/yl 
primer 5; 3:40ng/yl primer 5; 4: 20ng/pl primer 5; 5:10ng/pl primer 5. templete concentration was 
30ng/yl for each one. 

C. Amplification in P. suffruticosa subsp. spontanea and P. rockii with Primer 2. M; pGEM DNA 
Marker (36---2645bp) 0; PCR Control without template; 1 一 7: P. suffruticosa subsp. spontanea; 8—14: 
P. rockii. 

D. Amplification in P. suffruticosa subsp. spontanea and P. rockii genomic DNA with primer 3. M; 
pGEM DNA Marker (36—2645bp) ; 0: PCR Control without template; 1—7: P. suffruticosa subsp. 
spontanea; 8—14: P. rockii. E. Amplification in P. suffruticosa subsp. spontanea and P. rockii genomic 
DNA with primer 5. M; pGEM DNA Marker(36-2645bp) ; 0: PCR Control without template; 1—7: P. 
suffruticosa subsp. spontanea; 8—14; P. rockii. 
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